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© Metallhaltige Ribonukleotidpolypeptide 

® Die vorliegende Erfindung betrifft metallhaltige Ribo- 
nukleotidpolypeptide (RNP) sowie Verfahren zu deren 
Herstellung, deren Verwendung und Arzneimittel, die Ri- 
bonukleotidpolypeptide oder deren molekularbiologische 
Aquivalenzstrukturen und/oder Teile und/oder Derivate 
enthalten. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft metallhaltige Ribonukleotidpolypeptide (RNP) sowie Verfahren zu deren Herstel- 
lung, deren Verwendung und Arzneimittel, die Ribonukleotidpolypeptide oder deren molekularbiologische Aquivalenz- 
5 strukturen und/oder Teile und/oder Derivate enthalten. 

Die Gewebehomeostase des Korpers, seiner Organe und Gewebe ist abhangig von Regulationsmechanismen der An- 
giogenese. Diese beeinfluBt sowohl die Gewebereparatur und Wundheilung, Gewebeneubildung in der Embryogenese 
und den Reproduktionszyklen als auch das Anwachsen, die Ruckbildung und die Zerstorung von Tumoren, Transplanta- 
tionen und gefaBversorgten und gefafifreien Geweben. 
10 Bisher wurden noch keine nichtmitogenen Mediatoren gefunden, mit denen eine Beeinflussung der Gewebehomeo- 
stase moglich ist, d. h. Induktion und Regulierung des GefaBwachstums. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, einen nichtmitogenen Mediator der Gewebehomeostase bereitzu- 
stellen, mit dem vorrangig die Gewebereparatur, Wundheilung, Angiogenese und Neovaskularisierung beeinfluBt wer- 
den kann. Aufgabe der Erfindung ist weiter die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung der nichtmitogenen Me- 
15 diatoren sowie eines Arzneimittels, das diesen nichtmitogenen Mediator enthalt. 
Gelost werden diese Aufgaben durch die Gegenstande der Patentanspriiche. 

Von den Erfindern wurde gefunden, daB es nichtmitogene zellulare Mediatoren auf Nukleinsaurebasis mit definierter 
Sequenz gibt, die spezifisch die Bildung von BlutgefaBen in vivo und in vitro verursachen konnen und biologisch spezi- 
fische, natiirlich wirkende nichtmitogene Mediatoren der Angiogenese bzw. des Richtungswachstums von BlutgefaB- 
20 sprossen darstellen. 

Die von den Erfindern nachgewiesene neue Klasse zellularer Morphogene fiir Endothelzellen liegt in Form eines bio- 
aktiven Metall-Ribonukleotidpeptids (RNP) vor. Diese wird Angiotropin genannt. 

Die Struktur von Angiotropin kann den Ribonukleotidproteinen (RNP) zugeordnet werden. Es besteht aus einen Pro- 
tein-Teil (ARP = Angiotropin Related Protein) und einem RNA-Teil (ARNA = Angiotropin-RNA). Fiir die Bildung des 
25 Komplexes aus ARP und ARNA ist Cu(EE) essentiell. Neben dem Kupferion enthalt Angiotropin ein Ca(II)-Ion. Fur die 
vieifaltigen biologischen und biochemischen Funktionen des Angiotropins sind weiter Mg(II)-Ionen niitzlich. 

Der Protein-Teil (ARP) besteht aus einem Protein, das der Familie der SlOO-Proteine (Dell'Angelica et al, J. of Bio- 
logical Chemistry, Vol. 269, No. 46, S, 28929-28936 (1994)) zugeordnet werden kann und vorzugsweise 91 Aminosau- 
ren lang ist. Die Primarstruktur dieses bevorzugten ARP ist wie folgt: 



30 



65 



Ca 2+ 



NH,~ TKLEDHLEGIINIFHQY SVRLGHYDTLIKRE LKQLITKELPNTLKNT 

Ca 2+ Zn 2+ 
35 KDQGTIDKIFQNL DANQDEQV SFKEF V VL VTD VLI T A HDNI H KE -COOH 



Es weist zwei EF-Hand Motive auf und dariiber hinaus eine Bindungsstelle fur Zink(II)-Ionen. Die Dissoziationskon- 
stanten K D der Metallionenkomplexe betragen fiir Ca(II)-Ionen 10,0 uM bzw. 0,1 uM fiir Zink(H)-Ionen und 1,0 uM fur 
40 Kupfer(H)-Ionen. 

In diesem Zusammenhang soil erwahnt werden, daB der erfindungsgemaBe Proteinteil gemaB ublicher, auf dem Fach- 
gebiet bekannten, Verfahren modifiziert sein kann ohne daB die biologische Aktivitat verlorengeht. Zu diesen Modifika- 
tionen zahlen Austausche, Insertionen oder Deletionen von Aminos auren, die die Struktur des Proteinteils modifizieren, 
wobei seine biologische Aktivitat im wesentlichen erhalten bleibt. Zu den Austauschen zahlen vorzugsweise "konserva- 

45 tive" Austausche von Aminosaureresten, d. h. Austausche gegen biologisch ahnliche Reste, z. B. die Substitution eines 
hydrophoben Rests (z. B. Isoleucin, Valin, Leucin, Methionin) gegen einen anderen hydrophoben Rest, oder die Substi- 
tution eines polaren Rests gegen einen anderen polaren Rest (z. B. Arginin gegen Lysin, Glutaminsaure gegen Aspargin- 
saure etc.). Deletionen konnen zur Erzeugung von Molekulen fuhren, die eine deutlich geringere GroBe aufweisen, d. h., 
denen beispielsweise Aminosauren am N- oder C- Terminus fehlen. 

50 Der RNA-Teil (ARNA) weist folgende Konsensussequenz auf: 

GGAAAAUNNNNNUNAUAUGN^CUNW 
UANAAACAUNa. 5 CUUNAGNo-i 3 AGAAAUNo_i6UUAGCAG 

55 wobei "N" G, A, U oder C ist, oder die komplementare Konsensussequenz hiervon. 
ErfindungsgemaB sind die verwendbaren ARNAs weiter wie folgt definiert: 

(al) ARNA I 

MGCACAGAACAUGGGAAAAUUCCUUUCAUAUGGCUGUGUUUACMAC/^ 
AUAAACAUCUUGAGCAAACAGAAAUGGUGAGGAAAACUUUGUUAGCAGAUUAG 



oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedHche RNA bzw. ein Fragment davon, 
oder 
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(a2) ARNA VI 

KIon-P10 (ARNA VI) 

UUACAGCUCUUCUGUUUAUAAGUUAUUCAAUACCAAAUUAGUAGUUUGUAUGUUA 
UAAAUUUGUAGGAAAAUAAUUAUAUAUGCUUACUUUGUACAUAAAAAUAAAAACAU 5 
GACUUCUUUAGACACUCCUUCAUUAGAAAUAAAAUAAAAUAAACUAUUAGCAGUUU 
GACUUCAUGUUCUGUCUGUAGGUCAUGGAAUCCUGUCCUUACAAUAUUUAUUGAU 
UGUGAAAAUAUCAGUAAAUAAGCAAUUGAAUAUGUUUACCUUUUCUUCUAGUCAC 
UAUGUUCUUAGAGUUAUGACA 10 

oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche RNA bzw. ein Fragment davon, 
Die unter (al) und (a2) definierten Nucleinsauremolekiile umfassen auch Nucleinsauremolekiile, die sich gegeniiber den 
oben angegebenen Sequenz durch Deletion(en), Insertion(en), Austausch(e) oder andere im Stand der Technik bekannte 
Modifikationen unterscheiden ohne daB die biologische Akti vital verlorengeht. Der Begriff "Nucleinsaure fragment" soli 15 
einen Ausschnitt bzw. Segment des urspriinglichen Nucleinsauremolekiils umfassen. Verfahren zur Erzeugung der vor- 
stehenden Anderungen in der Nucleinsauresequenz sind dem Fachmann bekannt und in Standard werken der Molekular- 
biologie beschrieben, beispieisweise in Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (1989). 

Die angegebenen ARNAs umfassen auch molekularbiologische Aquivalenzstrukturen, d. h. Strukturen bei denen ein- 20 
zelne Basen oder Aminosauren ausgetauscht sind. Sie umfassen auch damit hybridisicrende Nukleinsaurcn (vorzugs- 
weise unter stringenten Bedingungen, wie 20°C unter dem Schmelzpunkt der RNA) oder uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte Nukleinsauren. 

Die erfindungsgemaBen RNPs sind durch die folgenden Eigenschaften gekennzeichnet: 

25 

- zellselektivc morphogene Wirkung in vitro auf isolierte, primare und/oder klonierte Blutkapillarendothelzellen in 
Kultur zur nichtmitogenen Induktion der Anderung des Zellphanotyps aus dem konfluenten Zustand, zur nichtmi- 
togenen Anderung der spatiotemporalen suprazellularen Organisation der Zellen zu dreidimensionalen organoiden, 
kapillarahnlichen Strukturen in Kultur; 

- spezifische chemotropische Wirkung auf BlutgefaBe in vivo, 30 

- Induktion eines Richtungswachstums von BlutgefaBen in vivo, 

- Induktion einer Neovaskularisierung von Geweben durch gerichtetes Einwachsen von BlutgefaBen 

Bei den erfindungsgemaBen RNPs ist der Proteinteil durch Wechselwirkungen an den RNA-Teil gebunden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung und Gewinnung der bioaktiven RNPs, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB man die Zellen, z. B. Leukozyten oder Entzundungsgewebe homogenisiert oder Leukozy ten kultiviert 
und die entstandenen RNPs aus den Homogenaten oder aus den Oberstanden der Kulturlosung durch Standardmethoden 
gewinnt. Beispieisweise kann aus den Uberstanden serumfreier Massenzellkulturen Concanavalin-A aktivierter Schwei- 
neblut-Leukozyten und Leukozyten aus ischamischen/infarktosen Herzmuskelzellen Angiotropin isoliert und zur Homo- 
genitat aufgereinigt werden. 40 

Das Verfahren zur Herstellung und Gewinnung der bioaktiven RNP-Morphogene der Zellen bzw. Leukozyten und des 
Entzundungsgewebes ist dadurch gekennzeichnet ist, daB man Zellen bzw. Leukozyten des retikulo-endothelialen Sy- 
stems der Leukozyten und des Entzundungsgewebes, kultiviert und die entstandenen RNP-Morphogene aus den Homo- 
genaten oder aus der uberstehenden Kulturlosung gewinnt. 

Grundsatzlich ist es auch moglich, die Zellen, z. B. Leukozyten auf Mediatoren direkt ohne Kultur aufzuarbeiten. 45 

Die Kultur der Zellen (Leukozyten) kann grundsatzlich in jedem die Zellen (Leukozyten) erhaltenen Medium durch- 
gefuhrt werden. 

Zur Kultur von Zellen, wie Leukozyten, wird den Kulturmedien bei einer geplanten Dauer der Kultur uber 1 Stunde 
meist Serum, beispieisweise Kalbsserum oder Pferdeserum, zugesetzt, da die Serumbestandteile fur die Erhaltung der 
Lebensfunktionen der Zellen gunstig sind. Wenn jedoch die serumhaltige Kulturlosung auf Proteine (Mediatoren) aufge- 50 
arbeitet werden soli, die durch die Kultur erzeugt werden, bereitet die Gewinnung der meist nur in geringen Konzentra- 
tionen enthaltenen Produktproteine wegen der Vielzahl der aus dem Serum stammenden fremden Proteine groBe Schwie- 
rigkeiten. AuBerdem kann dabei nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob ein bestimmter Mediator humoraler oder zcl- 
lularen Ursprungs ist und von welcher Spezies er stammt; d. h. ob er ein Mediator der Spezies ist, deren Zellen kultiviert 
wurden, oder der Spezies, von der das verwendete (meist heterologe) Serum stammt. 55 

Das erfindungsgemaB bevorzugt verwendete voilsynthetische Zellkulturmedium enthalt die ublichen StofFgruppen, 
wie Salze, Zucker, Aminosaure, Nukleoside und Nukleosidbasen, Vitamine, Vitaminoide, Coenzyme und Steroide in 
waBrigerLosung. Es ist dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich einen oder ein Gernisch von mehreren Stoffen enthalt, 
die sich als besonders wertvoll fur die Lebensfahigkeit und das Wachstum der Leukozyten und ihre Fahigkeit zur Media- 
torproduktion erweisen. Zu diesen Stoffen gehoren ungesattigte Fettsauren, Flavonoide, Ubichinone, Vitamin C und Me- 60 
valolacton. 

Das Zellkulturmedium wird zur langerdauemden Zell- oder Leukozytenkultur vorzugsweise ohne Zusatz von Serum 
verwendet. Statt dessen erhalt es mindestens ein definiertes Protein, das in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form hochreines, molekular einheitliches Serumaibumin ist. 

In weiteren bevorzugten Ausfuhrungsformen kann das erfindungsgemaB verwendete, voilsynthetische serumfreie 65 
Zellkulturmedium noch weitere, fur die Kultur von Leukozyten giinstige Verbindungen aus den Stoffklassen der Polyhy- 
droxyverbindungen und Zucker, Aminosauren, Nukleoside, anionischen Verbindungen und/oder Vitamine, deren Ver- 
wendung in den bekannten Kulturmedien nicht iiblich ist, enthalten. Die Bestandteile des erfindungsgemaB verwendeten 
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Mediums sind in ihren Mengenverhaltnissen so aufeinander abgestellt, daB die Konzentration der Komponenten im Me- 
dium weitgehend den naturlichen Konzentrationsbereichen des Plasmas angepaBt sind; vgl. Ciby-Geigy AG (Herausge- 
ber) (1969) in Documenta Geigy, Wissenschaftliche Tkbellen, 7. Auflage Geigy S. A., Basel 

Vorzugsweise ist das Zellkulturmedium frei von Tensiden, Schwermetallsalzen und Farbstoffen, die Zellen schadigen 
5 und die Gewinnung der gewiinschten Zellprodukte aus der Kulturldsung storen konnen. 

Besonders bevorzugt ist fur die Kultur der Leukozyten im Verfahren der Erfindung des Zellkulturmedium mit der in 
nachstehender Tabelle 1 angegebenen Zusammensetzung. 

Zur Herstellung des Mediums wird Wasser mit der ATM-l-Qualitat verwendet; vgl. ASTM D-1193-70 Standard-Spe- 
cification for Reagent Water 1970; Annual Book of ASTM-Standards, Easton Maryland, ASTM 1970. Es ist dariiber hin- 
10 aus von moglichen Endotoxin- Kontaminationen durch Ultrafiltration an tensidfreien Membranen mit der AusschluB- 
grenze von 10 000 Daltons befreit. Das fertige Medium wird filtersterilisiert an tensidfreien Membranen mit < 0,2 um 
PorengroBe. 
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Tabelle 1 



Nr. 


Komponente 


mol/l 
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O 
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5.0 U 


Q 




0 5m 


xu 


u~biucose 
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U , X Xu 








13 


myo-Inosit 


0,0 m 


14 


Na-Acetat 


0,2 m 


1 CT 

15 


Na-citrat 


50 f 0 fJL 


Id 


Na^Jryruvau 


u , x m 


17 


D— Ribose 


2 0,0 


18 


Bernsteinsaure 


0,1 m 




**jf X X 0 


10 0 a 


90 




20 0 ll 


J. 


Pa PI 

v-dV-» X9 


4b , V ill 






x , u xu 


23 


NaHC0 3 


10 ,0m 


24 


Humanes Serumalbumin 


7,7 M 


Z D 


reniciiin 


1 0 // 


26 


Streptomycin 


2 ,0 (X 


27 


L-Glutamin 


1,0 m 


28 


L-Alanin 


0,2 m 


29 


L-Asparagin 


0,1 m 


30 


L-AsparaginsSure 


0,1 m 
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Nr. 


| Komponente 


MAM. 1 / 1 

mox/ x 


5 


31 


L-Glutaminsaure 


0,1 m 




32 


Glycin 


0,2 m 




33 


L-Prolin 


0,1 m 


10 


34 


2L-Serin 


0,1 m 




35 


L-Arginin 


0,1 m 


15 


36 


4-Aminobenzoesaure 


2,0 /x 


37 


L-Cystein 


0,2 m 




38 


L-Histidin 


0,1 m 


20 


39 


L-Hydr oxypr o 1 in 


10,0 /i 




40 


L-Isoleucin 


0,2 m 




41 


L-Leucin 


0,2 m 


25 


42 


L-Lysin-HCl 


0,2 m 




43 


L-Methionin 


0,1 m 




44 


L-Ornithin 


50,0 ju 


30 


45 


L-Phenylalanin 


0,1 m 




46 


Sarcosin 


50,0 ii 




47 


Taurin 


0,1 m 


35 


48 


L-Threonin 


0,2 m 




49 


L-Trypthophan 


50,0 m 


40 


50 


L-Tyrosin 


0,1 m 


51 


1-Valin 


0,2 m 




52 


Glutathion reduziert 


3,0 n 


45 


53 


Carnosin 


5,0 fi 




54 


Mevalolacton 


5,0 jLt 




55 


Adenin 


50,0 /x 


50 


56 


Adenosin 


50,0 /X 




57 


Citidin 


50,0 fi 




58 


Guanin 


5,0 M 


55 


59 


Guanos in 


20,5 /X 




60 


Hypoxanthin 


5,0 IM 




61 


5-Methylcytosin 


5,0 M 



60 
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Nr. 


1 Vawim An AMI" a 

Komponem-e 


mux/ jl 


62 


Thymidin 


20,0 M 


63 


Thymin 


5,0 JLt 


64 


Uracil 


5,0 M 


65 


Uridin 


20,0 M 


66 


Xanthin 


5,0 /l 


67 


Biotin 


1,0 JLt 


68 


C-Ca-pantothenat 


5,0 


69 


Ergocalciferol 


0,5 jti 


70 


D, L-Carnitin 


50,0 \L 


71 


Folsaure 


5,0 M 


72 


D , L-a-Liponsaure 


2,0 At 


73 


Menadion 


0,2 M 


74 


Nicotinsaureamid 


20,0 JLt 


75 


Pyridoxal-Hcl 


5,0 H 


76 


Pyridoxin-Hcl 


2,0 JU 


77 


Riboflavin 


1,0 At 


78 


Rutin 


5,0 11 


79 


Thiamin-Hcl 


5,0 JLt 


80 


D , L-a-Tocophery lacetat 


1,0 tl 


81 


Vitamin-A-acetat 


1,0 JLt 


82 


Vitamin K 


0,2 /I 


83 


Vitamin B 1 


0,5 IM 


84 


Vitamin U 12 


1,0 M 


85 


Cholesterin 


1,0 n 


86 


Coenzym-Q 10 


0,1 M 


87 


LinolsSure 


1,0 JLt 


88 


Linolensaure 


5,0 JLt 


89 


Olsaure 


5,0 n 


90 


Athanol 


1,0 m 


91 


Ph 7 f 10 




92 


Concanavalin A 


50,0 n 



60 

Je nach der Art der gewunschten Produkte werden entweder gemischte Zell- oder Leukozytenpopulationen oder ein- 
zelne Zell- oder Leukozytenarten kultiviert. Die Herstellung und Kultur der Zellen bzw. Leukozyten mu8 unter sterilen 
Bedingungen erfolgen. Die Kultur wird ausreichend lange Zeit durchgefuhrt, um eine befriedigende Mediatorausbeute 
zu erhalten. Hierfur hat sich eine Dauer von etwa 10 bis 50 Stunden als geeignet erwiesen. Bei kurzeren 2^eiten ist die 
Mediatorausbeute zu gering, so daB das Verfahren unwirtschaftlich ist. Bei einer Kulturdauer uber etwa 50 Stunden ist 65 
andererseits das Medium erschopft und die Zellen beginnen abzusterben, so daB eine Erhohung der Ausbeute nicht mehr 
zu erwarten ist. 

Die Kultur der Zellen bzw. Leukozyten wird bei einer Temperatur von etwa 30 bis 42°C, vorzugsweise von etwa 37°C 
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durchgefuhrt. Bei niedrigeren Temperaturen ist der KulturprozeB unbefriedigend, wahrend bei Teraperaturen uber 42°C 
die Leukozyten geschadigt werden. 

Die Kultur wird mit einer Konzentration von etwa 10 6 bis 5 x 10 8 Zellen/ml, vorzugsweise bis zu 10 7 bis 10 8 Zellen/ml 
durchgefuhrt. Bei niedrigeren Zellkonzentrationen ist die Ausbeute pro Volurneneinheit der Kulturlosung zu gering. Das 
5 Verfahren wird infolge zu groBer Kulturvolumina unwirtschaftlich. Bei Zellkonzentration uber 5 x 10* Zellen/ml tritt 
sehr rasch Verarmung des Mediums an Nahrungsstoffen auf. 

Die Kultur kann an der Atmosphare durchgefuhrt werden. Vorzugsweise wird uber die Kultur ein erhohter Kohlendi- 
oxidparitaldruck aufrecht erhalten, der bis etwa 10 Voi.-%, insbesondere bis etwa 2 Vol.-% reichen kann. Von groBer Be- 
deutung ist die SauerstofFversorgung der Kultur. Sie kann beispielsweise durch Einleiten von Luft sichergestellt werden. 
10 Urn eine Kontaminierung der Kultur zu vermeiden, ist die zugefuhrte Luft vorzugsweise sterilisiert und hitzedekontami- 
niert, d. h. von Endotoxinen und anderen organischen Bestandteilen befreit. Die Losung kann wahrend der Kultur geriihrt 
oder geschuttelt werden. Als Zellstimulanz wird vorzugsweise Con A eingesetzt. 

Zur Beendigung der Kultur werden die Zellen bzw. Leukozyten von der Kulturlosung abzentrifugiert, die anschlie- 
Bend auf die entstandenen Angiotropine aufgearbeitet wird. Um eine Schadigung der Zellen und damit eine \erunreini- 
15 gung der Kulturlosung durch Zellbestandteile zu vermeiden, wird die Kultur bei verhaltnisrnaBig niedriger Beschleuni- 
gung, d. h. etwa 300 bis 400 x g, zentrifugiert. Nach dem Abtrennen des GroBteils der Zellen vom t)berstand wird dieser 
zweckmaBigerweise bei hoherer Beschleunigung erneut zentrifugiert, um restliche Schwebeteilchen zu entfemen. Die 
abgetrennten Leukozyten konnen entweder erneut kultiviert, kryopraserviert oder einer anderen \ferwendung zugefiihrt 
werden, 

20 AuBer durch Kultur von Leukozyten konnen die bioaktiven RNP-Morphogene der Erfindung auch aus Entziindungs- 
gewebe gewonnen werden. Dort entstehen sie durch die Ansammlung der Leukozyten infolge des durch die Gewebe- 
schadigung ausgelosten Entziindungsprozesses. Das Entziindungsgewebe kann in ublicher Weise gewonnen und fur die 
Preparation der RNP verwendet werden. Dazu wird das Entziindungsgewebe in Pufferlosung homogenisiert und die 16s- 
lichen Bestandteile (Exsudat) werden von den unloslichen Strukturbestandteilen des Gewebes getrennt. 

25 Vorzugsweise wird entzundetes infarziertes Herzmuskelgewebe verwendet, welches durch Ligation des linken vorde- 
ren absteigenden Astes der linken Koronararterie mittels einer transfemoralen Kathedertechnik wahrend 24 Stunden ge- 
bildet wird. Der Leukozyten enthaltende, entzundete Herzmuskelteil wird bei 0 bis 4°C von nicht infarziertem, gesunden 
Gewebe abgetrennt. 

Fur die Isolierung und Gewinnung der bioaktiven RNP der Erfindung ist die Aufarbeitung eines sehr groBen Kultur- 

30 losungsvolumens erforderlich. Zu Beginn des Reinigungsverfahrens ist es deshalb aus praktischen Griinden notwendig, 
eine moglichst effektive Verminderung des zu behandelnden Volumens durchzufuhren. Die Kulturlosung enthalt neben 
den geringen Mengen an erzeugten Substanzen, darunter hauptsachlich Proteine, das Gemisch der Bestandteile des Me- 
diums. Vorteilhafterweise wird deshalb im ersten Schritt der Reinigung eine Abtrennung der entstandenen Proteine von 
den Bestandteilen des Mediums und gleichzeitig von dem groBen Volumen der waBrigen Losung durchgefuhrt. Dies 

35 kann durch eine selektive Aussalzung der Proteine aus der Kulturlosung bewirkt werden, die beispielsweise durch Zug- 
abe eines Sulfates oder Phosphates erreicht wird. Nachstehend wird die Fallung der Proteine am Beispiel der Aussalzung 
durch Zugabe von Ammoniumsulfat zu der Kulturlosung beschrieben. 

Durch Sattigung der Kulturlosung mit Ammoniumsulfat wird der GroBteil der entstandenen Proteine zusammen mit 
gegebenenfalls enthaltenem Serumalbumin ausgefallt. Nach dem Abtrennen des Substanzniederschlags, beispielsweise 

40 durch Zentrifugieren, kann dieser in der nachstehend beschriebenen Weise in seine einzelnen Komponenten aufgetrennt 
und die enthaltenen bioaktiven RNP gewonnen werden. Der erhaltene tJberstand enthalt neben den loslichen Bestandtei- 
len des Mediums auch den in gesattigtcr Ammoniumsulfatlosung loslichen Tell der Substanzen, unter denen sich auch 
ein Teil der bioaktiven RNP befindet. Der Oberstand wird konzentriert und die enthaltenen Substanzen werden daraus in 
der nachstehenden Weise gewonnen. Wenn die proteinhaltige Kulturlosung mit Ammoniumsulfat bis zur Sattigung ver- 

45 setzt wird, fallt der groBere Teil der begleitenden Proteine aus. Auf diese Weise wird ein Proteingemisch erhalten, das aus 
einer Anzahl verschiedener Proteine besteht und dessen TVennung in die einzelnen Komponenten infolgedessen muhsam 
ist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens der Erfindung wird das in der Kulturlosung enthaltene Pro- 
teingemisch deshalb bereits in der Fallungsstufe in mehrere Fraktionen aufgetrennt. Diese Auftrennung in mehrere Pro- 
teinfraktionen ist moglich, da die einzelnen Proteine bei verschiedenen Ammoniumsulfatkonzentrationen ausgefallt wer- 

50 den. Vorzugsweise wird die Kulturlosung im Verfahren der Erfindung deshalb stufenweise mit Ammoniumsulfat bis zu 
bestimmten Sattigungsgraden versetzt, wobei in jeder Fraktion der Teil der Proteine ausfallt, dessen Loslichkeitsprodukt 
unterhalb des jeweiligen Sattigungsgrades liegt. Durch geeignete Wahl der Satugungsgrenzen der einzelnen Fraktionen 
kann im Verfahren der Erfindung eine grobe Auftrennung in Gruppen von Proteinen bereits bei der Fallung crzielt wer- 
den. 

55 Beispielsweise wird die Kulturlosung zunachst bis zu einer Sattigung von 35% mit Ammoniumsulfat versetzt. Der er- 
haltene Proteinniederschlag wird abgetrennt. Danach wird der Sattigungsgrad der uberstehenden Losung auf 45% er- 
hoht. Es bildet sich erneut ein Proteinniederschlag, der abgetrennt wird. AnschlieBend wird die uberstehende Losung auf 
einen Sattigungsgrad von 90% eingestellt. Der dabei erhaltene Proteinniederschlag wird eben falls abgetrennt. Die uber- 
stehende Losung dieser Fallung wird beispielsweise durch Entwasserungs-Dialyse oder Ultrafiltration konzentriert. 

60 Die Salzfallung der Proteine wind ebenso wie die nachfolgende Reinigung vorzugsweise bei einer Temperatur von 
etwa 0 bis 10°C, insbesondere etwa 0 bis 4°C durchgefuhrt. Die fur die Reinigung verwendeten Losungen besitzen einen 
ph-Wert zwischen 5 und 9, insbesondere zwischen 6 und 8. Um eine Ph-Konstanz der Losung zu erreichen, wird vor der 
Salzfallung vorzugsweise ein starker Puffer, z. B. 0,1 mol/1 Phosphatpuffer, zugesetzt. Zur Aufrechterhaltung des Redox - 
potentials der Proteine wird den Losungen vorzugsweise Cystein in einer Menge von 0,001 mol/1 zugesetzt. Sterile Be- 

65 dingungen fur die Proteinreinigung sind nicht erforderlich. 

Die bei der Salzfallung erhalten en Proteine konnen nach Auflosen in einem Proteine nicht schadigenden Medium di- 
rekt der nachstehend beschriebenen Reinigung und Auftrennung zugefuhrt werden. Der Oberstand der letzten Fallungs- 
stufe wird konzentriert, beispielsweise durch Entwasserungsdialyse oder Ultrafiltration, Dabei werden alle Verbindun- 
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gen mit einem Molekulargewicht von groBer als etwa 300 bis 500 Daltons, d. h. auch die Proteine und Peptide dieser 
Fraktion, als Retentat quantitativ erhalten. 

Die in der vorstehend beschriebenen Stufe erhaltenen Proteinfraktionen enthalten die bioaktiven RNP der Erfindung 
im Gemisch mit zahlreichen Fremdproteinen (andere sezeraierte Proteine gegebenenf alls Serumalbumin und gegebenen- 
falls CON). Die Fremdproteine liegen in den Gemischen in weit iiberwiegender Menge vor. Durch eine Reihe von Rei- 5 
nigungsschritten miissen die bioaktiven RNP angereichert und von den Fremdproteinen soweit befreit werden, daB diese 
ihre molekulare biologische Spezifitat nicht mehr storen. Die bioaktiven RNP selbst sind ebenfalls eine Stoffklasse, die 
in ihre einzelnen, spezifisch wirkenden Individuen aufgetrennt wird. 

Allgemein bestehen Reinigungsverfahren fur EiweiBkorper (Proteine) und andere Naturstoffe aus einer Sequenz kom- 
binierter Trennungsverfahren, welche MolekiilgroBen-, Ladungs-, Form-, Strukturstabilitats- und Molekiiloberflachen- 10 
beschaffenheitsunterschiede zwischen dem gesuchten Wirkstoff und den begleitenden Fremdstoffen zur Trennung aus- 
nutzen. Dementsprechend konnen zahlreiche Kombinationen verschiedenster Trennungsverfahren zur Reinigung eines 
Proteins erarbeitet werden. Fur die Handhabungseigenschaften, technische Ausfiihrbarkeit, Automatisierbarkeit und 
Wirtschaftlichkeit eines Reinigungsverfahrens sowie fur die Qualitat des gesuchten Naturproduktes ist deshalb nicht al- 
lein die Art der verwendeten Trennungsschritte von Bedeutung, sondern insbesondere deren optimierte Gestaltung und 15 
deren sinn voile Kombination in einer Reinigungssequenz innerhalb des Rahmens der Strukturstabilitat und der anderen 
Strukturparameter des gesuchten Wirkstoffes. Das heiBt auch, daB selbst die Benutzung gleicher oder ahnlicher Tren- 
nungsprinzipien (z. B. Molekularsiebfiltration, Dialyse, Ionenaustauschadsorption, usw.), aber in unterschiedlicher 
Kombination, fur die Handhabungsfahigkeit und Wirtschaftlichkeit des Reinigungsverfahrens entscheidend sein konnen. 
In beslimmten Fallen ist die Benutzung oder Unterlassung einer einzigen Technik (z. B. Hydroxylapatitchromatographie, 20 
Zonenprazipitationschromatographie, usw.) an einer bestimmten Stelle der Reinigungssequenz, oder innerhalb einer be- 
grenzten Teilsequenz, von ausschlaggebender Bedeutung fur die Qualitat des gesuchten Wirkstoffes sowie fur die Hand- 
habungsfahigkeit und die Wirtschaftlichkeit seines Reinigungsverfahrens. Klar aufgezeigt werden diese allgemeinen Zu- 
sammenhange und Grundprinzipien der Naturs toffreinigung bei spiels weise an der allgemein bekannten Tatsache, daB in 
einem wirtschaftlich vernunftigen und technisch handhabungsfahigen Naturstoffreinigungsverfahren ein saulenchroma- 25 
tographischer Reinigungsschritt oder ein Lyophilisierungsschritt nicht sinnvoll ist, bevor das Gesamtausgangsvolumen 
oder die Ausgangskonzentration der begleitenden Fremdbestandteile des Wirkstoffrohextraktes nicht auf mindestens 
1/500 bis 1/1000 durch andere Verfahrensschritte reduziert wurde. 

Fur die Reinigung der einzelnen Proteinfraktionen bieten sich eine Mehrzahl von an sich einzeln in der Biochemie be- 
kannten Reinigungsschritten an. Beispiele fur solche Reinigungsschritte sind: Praparative und analytische Molekular- 30 
siebfiltration, Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie bzw. Eintopfadsorptionsverfahren, Chromatographic 
an Hydroxylapatit, Zonenprazipitationschromatographie und Kreislauf- oder Kaskadenmolekularsiebfiltration. 

Bereits durch einmalige Durchfiihrung eines der genannten Reinigungsverfahren kann eine betrachtliche Menge an 
Begleitproteinen von den bioaktiven RNP abgetrennt werden. Jedoch halten die in den Fraktionen enthaltenen Substan- 
zen trotz ihres verschiedenen Molekulargewichts haufig sehr stark aneinander. Sie werden beispielsweise in der Moleku- 35 
larsiebfiltration durch das Bestehen nicht idealer Gleichgewichte bei Proteinpolyelektrolyten oft unvollstandig entspre- 
chend ihrem Molekulargewicht getrennt. Es empfiehlt sich deshalb, mindestens zwei der genannten Trennverfahren hin- 
tereinander durchzufuhren. Vorzugs weise werden die bioaktiven RNP-Aktivitat enthaltenden Proteinfraktionen minde- 
stens drei der genannten Reinigungsschritte nacheinander unterzogen. 

Alle Kombinationen der erwahnten Trennschritte sind Gegenstand des erfindungsgemaBen Verfahrens. Dabei gehbrt 40 
es zum Kenntnisstand des Fachmanns, daB bestimmte Folgen von Trennschritten weniger sinnvoll sind als andere Kom- 
binationen. Beispielsweise ist dem Fachmann bewuBt, daB bei Durchfiihrung einer praparativen Molekularsiebfiltration 
nach einer analytischen Molekularsiebfiltration neben der unhandlichen Verfahrensweise auch ein schlechteres Gesamt- 
ergebnis in Bezug auf die Trennwirkung erhalten wird als bei umgekehrter Reihenfolge, 

Die Molekularsiebfiltration bewirkt eine Auftrennung der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht. Da ein 45 
iiberwiegender Teil der begleitenden Fremdproteine ein anderes Molekulargewicht als die bioaktiven RNP aufweist, 
kann ihre Ab trennung auf diese Weise erreicht werden. Fur die TVennung der Substanzen nach ihrem Molekulargewicht 
wird ein hydrophiles, in Wasser quellendes Molekularsieb verwendet. Beispiele fur geeignete Molekularsiebe sind mit 
Epichlorhydrin vernetzte Dextrane (Sephadex), mit Acrylamid vernetzte Agarosen (Ultrogele) und raumvernetzte Acry- 
lamide (Biogele), deren AusschluBgrenzen groBer als die zur Auftrennung verwendeten Separationsgrenzen sind. 50 

Die Molekularsiebfiltration wird, falls mehrerer Trennstufen zur Anwendung kommen, vorzugsweise als einer der Er- 
sten durchgefiihrt. Je nach dem Langen-Durchmesser- Vernal tnis der verwendeten Saule und dem Teilchendurchmesser 
der Gelmatrix, welche die theoretische Bodenzahl der Saule beeinflussen, wird die Molekularsiebfiltration als "prapara- 
tiv" oder "analytisch" bezeichnet. Sie wird als "praparativ" bezeichnet, wenn die Chromatographic an Saulen mit einem 
Dimensionsverhaltnis Lange : Durchmesser bis 10 : 1 und einer Beladung von bis zu 1/3 des Sauleninhalts bzw. unter 55 
voller Ausnutzung des gesamten, matrixzentypischen Separationsvolumens durchgefiihrt wird. "Analytisch" bedeutet 
ein Langen-Durchmesser- Verhaltnis iiber 10 : 1, vorzugsweise etwa 50 : 1, und eine Beladung bis maximal 3% des Sau- 
leninhaltes, auch bei HPLC Versionen. 

Bei der praparativen Molekularsiebchromatographie werden Gelmatrizen mit moglichst groBer TeilchengroBe be- 
nutzt, um schnelle DurchfluBraten der oft etwas viskosen Proteinlosungen bei moglichst niedrigen Drucken zu erzielen. 60 
Bei der analytischen Molekularsiebfiltration wird die TeilchengroBe der Gelmatrix so klein wie mbglich gewahlt, um 
eine maximale theoretische Bodenzahl der Saule bei technisch und sicherheitsmaBig verwertbarem Druck und einer 
FluBgeschwindigkeit der mobilen Phase von 2 bis 4 cm/h zu erreichen. Diese Parameter sind von der Gelmatrixstruktur 
abhangig und von Gel zu Gel verschieden. 

Falls mehrere praparative Molekularsiebfiltrationen nacheinander durchgefuhrt werden, kann die Separationsgrenze 65 
abgestuft gewahlt werden. Daran anschlieBend kann eine analytische Molekularsiebfiltration mit entsprechend abgestuf- 
ten Separationsgrenzen durchgefuhrt werden. Die AusschluBgrenze des verwendeten Gels muB jedenfalls groBer als 
etwa 10 000 Daltons sein, um eine Volumenverteilung der Angiotropine zwischen der stationaren Gelmatrixphase und 
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der mobilen waBrigen Pufferphase zu ermoglichen. 

Die "AusschluBgrenze" bezeichnet den hydrodynamische Parameter eines gelosten Teilchens, welcher der PorengroBe 
der Gelmatrix entspricht. Teilchen mit groBerem hydrodynamischen Parameter konnen nicht mehr in die Gelmatrix ein- 
dringen (Volumenverteilungskoeffizient K D = 0). Die "Separationsgrenze" bezeichnet einen zur Trennung von gelosten 
5 Teilchen zweckmaBigerweise festgesetzten hydrodynamischen Parameter, der zwischen einem Volumenverteilungskoef- 
fizienten Kd = 0 und Kd = 1 Hegt. 

Zur Molekularsiebfiltration werden die Substanzen gelost in einer die Substanzen nicht schadigenden Fliissigkeit auf 
das Molekularsieb aufgebracht. Ein spezielleres Beispiel fiir ein geeignetes Losungsmittel ist 0,003 mol/1 Natriumkali- 
umphosphadosung mit einem Gehalt von 0,3 mol/1 NaCl und 0.001 mol/1 Cystein und einem ph-Wert von 7,4. Nach der 
to Filtration werden die RNT enthaltenden Fraktionen in der nachstehend beschriebenen Weise konzentriert, und gegebe- 
nenfalls einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen. 

Die Anionenaustauscher fiir die Reinigung der Substanzen eignen sich beispielsweise mit Epichlorhydrin vernetzte 
Dextran-(Sephadex) oder Zellulosematrizen, an welche funktionelle Gruppen mit Anionenaustauscherkapazitat gekop- 
pelt sind. Sie konnen nach Verwendung durch Regeneration wiederholt gebraucht werden. Bevorzugt wird ein in einer 
15 PufFerlosung vorgequollener und aquilibrierter schwacher Anionenaustauscher in der Cl"-Form, wie DEAE-Sephadex- A 
50, verwendet und die Behandlung bei einem ph-Wert von 8 bis 10 durchgefuhrt. Ein spezielles Beispiel fur eine solche 
Pufferlosung ist 0,01 mol/1 Tris-HCi, welche 0,04 mol/1 NaCl und 0,001 mol/1 Cystein enthalt und einen pH-Wert von 8,0 
hat. 

Bei der Verwendung des Anionenaustauschers wird die Substanzfraktion einer solchen Menge Anionenaustauscher 
20 zugesetzt, die zur vollstandigen Adsorption der Angiotropine und der positiv adsorbierenden Begleitproteine ausreicht. 
"Oblicherweise geniigen dazu zwei Volumenteile gequollener Anionenaustauscher pro Volumen konzentrierter Protein- 
fraktion. Die Reaktion kann entweder als Chromatographieverfahren oder als leichter handhabbares Eintopfadsorptions- 
verfahren gestaltet werden. Im Eintopfverfahren wird die uberstehende Fliissigkeit mit den negativ adsorbierten Protei- 
nen von dem mit den positiv adsorbierten RNP und andere Substanzen beladenen Anionenaustauscher, beispielsweise 
25 durch Filtrieren (in der Chromatographiesaule), Dekantieren oder Zentrifugieren (im Eintopfverfahren) abgetrennt. Der 
beladene Anionenaustauscher wird durch Waschen mit Wasser oder einer Salzlosung, welche eine zu 0,04 mol/1 NaCl 
aquivalente maximale Ionenstarke hat, vorzugsweise hochstens etwa 15°C von anhaftenden, negativ adsorbierten Ver- 
bindungen befreit. Ein spezielles Beispiel fur eine zum Auswaschen geeignete Salzlosung ist die erwahnte Tris-Hcl-Puff- 
erlosung vom ph-Wert 8,0. 

30 Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, mit RNP und anderen Substanzen beladene Anionenaustauscher 
wird nun mit einer Proteine nicht schadigenden waBrigen Salzlosung eluiert, welche eine groBer als 0,04 mol/1 NaCl ent- 
sprechende Ionenstarke und einen ph-Wert zwischen 4,0 und 10,0 hat. Vorzugsweise wird eine Salzlosung hoher Ionen- 
starke mit einem ph-Wert von 5,0 bis 7,0 verwendet. Ein spezielles Beispiel fiir eine derartige Salzlosung ist eine 2,0 
mol/1 NaCl-Losung, welche mit 0,01 mol/1 Piperazin-Hcl um ph-Wert 6,5 gepuffert ist und welche 0,001 mol/1 Cystein 

35 enthalt. 

Wird die Anionenaustauscherreaktion als Chromatographieverfahren gestaltet, so kann die Elution der RNP und an- 
deren Substanzen auch durch einen linearen NaCl-Konzentrationsgradienten erfolgen. 

Als Kationenaustauscher eignen sich fur die Reinigung der Proteinfraktion beispielsweise mit Epichlorhydrin ver- 
netzte Dextran-(Sephadex) oder Zellulosematrizen, an welche funktionelle Gruppen mit Kationenaustauscherkapazitat 

40 gekoppelt sind. Sie konnen nach Verwendung durch Regeneration wiederholt gebraucht werden. Bevorzugt wird ein 
schwach saurer Kataionenaustauscher in der Na + -Form, wie CM-Sephadex C-50, verwendet, und die Behandlung bei ei- 
nem ph-Wert von 4 bis 6 durchgefuhrt. Die Substanzfraktionen konnen zur Erleichterung der Einstellung der Beladungs- 
gleichgewichte vor der Behandlung mit dem Kadonenaustauscher mit einer Proteine nicht schadigenden Salzlosung ver- 
dunnt werden, welche eine zu 0,04 mol NaCl/Liter aquivalente maximale Ionenstarke hat. Sie kann gleichzeidg zur Ein- 

45 stellung des ph-Wertes dienen. Ein spezielles Beispiel fur eine derartige Salzlosung ist eine 0,001 mol/1 Kaliumphosphat- 
Acetatpufferlosung mit einem Gehalt von 0,04 mol/1 NaCl und einem ph-Wert von 4 bis 6. Diese Kationenaustauscher- 
reaktion kann sowohl als Chromatographieverfahren als auch als technisch leicht handhabbares Eintopfverfahren gestat- 
tet werden. 

Der Kadonenaustauscher wird der Substanzfraktion in einer Menge zugesetzt, die ausreicht, um die Proteinfraktion zu 
50 adsorbieren. Ublicherweise geniigen dazu etwa 2 Volumenteile gequollener Ionenaustauscher pro Volumenteil Protein- 
fraktion. Sodann wird die uberstehende Fliissigkeit von dem mit den Substanzen beladenen Kationenaustauscher, bei- 
spielsweise durch Dekantieren oder Zentrifugieren, abgetrennt. Der beladene Kationenaustauscher wird durch Waschen 
mit Wasser oder einer Salzlosung, welche eine in 0,04 mol/1 NaCl aquivalente maximale Ionenstarke hat, vorzugsweise 
bei einem ph-Wert von etwa 4 bis 6 und einer Temperatur von vorzugsweise hochstens etwa 15°C von anhaftenden, nicht 
55 adsorbierten Verbindung befreit. Ein spezielles Beispiel fur eine zum Auswaschen geeignete Salzlosung ist die erwahnte 
Kaliumphosphat-Acetat-Pufferlosung vom ph-Wert 5,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, mit den Substanzen beladene Kationenaustauscher wird nun mit 
einer Proteine und Nukleinsauren nicht schadigenden waBrigen Salzlosung eluiert. Vorzugsweise wird hierzu eine Salz- 
losung hoher Ionenstarke mit einem ph-Wert von etwa 4 bis 10 verwendet. Spezielle Beispiele fur derartige Salzlosungen 
60 sind eine waBrige 0,5 mol/1 Kaliumphosphatlosung vom ph-Wert 6,5 bis 7,5 oder eine 2 bis 5 mol/1 Natriumchloridlo- 
sung vom gleichen ph-Wert. 

Fur die Chromatographie an Hydroxylapatit werden moglicherweise aus vorangegangenen Schritten vorhandene 
Salze, z. B. Ammoniumsulfat und vor alien Phosphate, vorzugsweise durch Dialyse oder Ultrafiltration an einer Mem- 
bran mit einer AusschluBgrenze von 500 Daltons, vor dem Aufbringen auf den Hydroxylapatit entfemt. Abgesehen von 
65 der Viskositatserhohung durch Fremdzusatze ist aber fiir das Gelingen der Chromatographie an Hydroxylapatit lediglich 
die Phosphatkonzeritration der Proteinlosung kritisch. Die Eiuierung der Substanzen erfolgt durch einen Kaliumphos- 
phat-Konzentrationsgradienten, der vorzugsweise linear ist. Die RNP enthaltenden Fraktionen werden gesarnmelt und in 
der nachstehend erwahnten Weise konzentriert. 
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Die Verwendung von Hydoxylapatit ist fur die strukturschonende Reingewinnung der RNP von wesentlicher Bedeu- 
tung. Aus technischen und wirtschaftiichen Griinden ist es aber mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden, groBere 
Substanzvolumina an Hydroxylapatitsaulen zu chromatographieren. Einerseits neigt namlich Hydroxylapatit bei grbBe- 
ren Substanzvolumina sehr stark zur Verstopfung und wird dadurch unbrauchbar. Andererseits ist Hydroxylapatit teuer, 
was seinem Einsatz in groBerem MaBstab entgegensteht. Aus diesen Griinden ist es im erfindungsgernaBen \ferf ahren be- 5 
vorzugt, aus den Substanzfraktionen, in denen die bioaktiven RNP als Spuren enthalten sind, bereits vor der Chromato- 
graphie an Hydroxylapatit einen GroBteil der begleitenden Fremdproteine durch geeignete Verfahrensschritte abzutren- 
nen und dadurch das Protein volumen, das auf die Hydroxylapatitsaule aufgebracht werden muB, entscheidend zu verklei- 
nern. 

Bei der Zonenprazipitationschromatographie (vgl. J. Porath, Nature, Bd. 196 (1962), S. 47-48) werden Protein verun- 10 
reinigungen der bioaktiven RNP durch Aussalzfraktionierung der Proteine mittels eines Salzkonzentrationsgradienten 
abgetrennt. 

Grundprinzip der Proteintrennung mittels der Zonenprazipitationschromatographie sind unterschiedliche, strukturge- 
gebene reversible Lbslichkeitseigenschaften der Proteine. Sie gehoren zu den empfindlichsten molekularen Trennpara- 
metern und wurden haufig als Kriterium fiir den Nachweis der molekularen Einheitlichkeit eines Proteins verwendet. Da- 15 
bei konnen Temperaturen und ph-Wert, Dimension der Saule, Art des Salzes, Form des Gradienten und Beladung der 
Saule in einem verhaltnismaBig breiten Bereich variiert werden. 

Die Temperatur bei der Zonenprazipitationschromatographie kann etwa 0 bis 40°C betragen. Bevorzugt ist ein Tem- 
peraturbereich von etwa 0 bis 10°C, insbesondere etwa 4 bis 6°C. Der ph- Wert kann zwischen etwa 4 und 10 liegen; be- 
vorzugt ist ein ph-Wert im Bereich von 6 bis 8, insbesondere etwa 7. Das Verhaltnis von Lange: Durchmesser der ver- 20 
wendeten Saule soli groBer als etwa 10 : 1 sein, bevorzugt ist ein Verhaltnis von 30 bis 100 : 1, insbesondere etwa 50 : 1. 
Als Salze kommen alle Proteine und Nukleinsauren nicht schadigenden Salze mit Auswirkung in Frage. Beispieie ftir 
solche Salze sind Natriumkaliumphosphat, Ammoniumsulfat und Natriumsulfat. Bevorzugt wird Ammoniumsulfat ver- 
wendet. 

Der Salzkonzentrationsgradient kann jede beliebige Form haben, so lange die Aussalzpunkte der Proteine laufstrek- 25 
kenmaBig getrennt sind. Bevorzugt sind lineare Konzentrationsgradientcn, insbesondere ein ansteigender linearer Kon- 
zentrationsgradient von 25 bis 100% Ammoniumsuifatsattigung. Die Beladung der Saule betragt hochstens etwa 5%, 
vorzugsweise etwa 1%. 

Die Kreislauf- oder Kaskadenmolekularsiebfiltration kann unter den Bedingungen durchgefuhrt werden, die vorste- 
hend fiir die anlaytische Molekularsiebfiltration beschrieben sind. Es konnen die gleichen Molekularsiebe und die glei- 30 
chen Saulenbedingungen verwendet werden. Bevorzugt ist Sephadex G 50 bei einem Lange-Durchmesser- Verhaltnis der 
Saule von mindestens etwa 50 : 1 und einer Beladung von hochstens etwa 3% des Sauleninhaltes. Als Losungsmittel und 
zur Eluierung werden vorzugsweise die bei der anlaytischen Molekularsiebfiltration benutzten Losungsmittel eingesetzt. 

Bei der Kreislaufmolekularsiebfiltration wird das Eluat bei den festgelegten Separationsgrenzen im Kreislauf wieder 
in die gleiche Saule geleitet. Auf diese Weise wird die Laufstrecke der Proteine differentiell verlangert. Bei einer anderen 35 
Ausfuhrungsform, der Kaskadenmolekularsiebfiltration, wird das Eluat bei den festgelegten Separationsgrenzen auf eine 
neue Saule mit gleichen oder ahnlich definierten Parametern geleitet, 

Zwischen den vorstehend erlauterten Reinigungsschritten konnen die erhaltenen, bioaktive RNP enthaltenden Sub- 
stanzlosungen zu nachfolgenden Auftrennungen der Proteine von unerwunschten Salzen gereinigt und konzentriert wer- 
den. Diese Konzentration (Abtrennen des GroBteils der waBrigen Salzlbsung von den Proteinen) kann auf verschiedene 40 
Weise erfolgen. Beispielsweise konnen die bioaktiven RNP und die Begleitsubstanzen durch Ultrafiltration oder Entwas- 
serungsdialyse an einer Membran mit der AusschluBgrenze 500 Daltons oder durch Lyophilisieren konzentriert werden. 
Dazu kann auch eine Molekularsiebfiltration durch Wahl der entsprechenden mobilen Phase in iiblicher Weise modifi- 
ziert angewendet werden. Bei den Molekularsiebfiltration en wird der Substanzlosung vorzugsweise etwa 0,4 mol/1 Am- 
moniumsulfat zugesetzt. Im Gegensatz zu hoheren Konzentrationen hat das Ammoniumsulfat in dieser Konzentration ei- 45 
nen starken Einsalzeffekt gegenuber Proteinen. Durch diese MaBnahmen werden demnach die Proteine wahrend der Mo- 
lukularsiebfiltration in Losung gehalten. Ferner verhindert Ammoniumsulfat das bakterielle Wachstum und hemmt ge- 
wisse Enzyme. Dadurch tragt es zur Stabilisierung der bioaktiven RNP bei, vor allem wenn die Chromatographie bei ho- 
heren Temperaturen (iiber etwa 20°) und unter nicht sterilen Bedingungen durchgefuhrt wird. 

Die Temperatur und ph- Bedingungen sind bei der Durchfuhrung der Reinigungsschritte nicht besonders kritisch. 50 
Wenn die Erhaltung der nativen Konformation der Substanzen beabsichtigt ist, empfiehlt sich die Einhaltung einer Tem- 
peratur im Bereich von etwa 0 bis 8°C, vorzugsweise etwa 0 bis 4°C. Ferner mussen die TVenn- und Reinigungsstufen un- 
ter im wesentlichen physiologischen Ph- und Salzbedingungen durchgefuhrt werden. Ein wesentlicher Vorteil des erfin- 
dungsgernaBen Verfahrens besteht darin, daB die Einhaltung dieser Bedingungen erstmals leicht moglich ist, Zur Oxida- 
tionsverhinderung wird die Substanzlosung vorzugsweise femer mit etwa 0,001 mol/1 Cystein versetzt. 55 

Die erhaltenen bioaktiven RNP konnen in einer gepufferten physiologischen Salzlbsung, beispielsweise in 0,0015 
mol/1 Natriumkaliumphosphatlosung, die 0,15 mol/ (0,9%) NaCl und 0,001 mol/1 Cystein enthalt und einen ph-Wert von 
7,4 aufweist, nach iiblicher Filtersterilisation (0,2 pm Porenweite) nativ und biologisch aktiv auch bei Raumtemperatur 
(fur mindestens 200 Stunden) oder eingefroren bei -25°C (fur mindestens 5 Jahre) aufbewahrt werden. Diese Stabilitat 
der bioaktiven RNP kann unter anderem als eines der Kriterien fur ihren hochreinen Zustand angesehen werden. 60 

Die erfindungsgernaBen RNP konnen auch unter Verwendung chemisch oder biologisch sythetisierter Teilsequenzen 
oder Teilen und homologen Sequenzen davon hergestellt werden. Bevorzugt ist, daB man die chemisch oder biologisch 
systhetisierten Oligonukleotide- oder Antisensenukleotidsequenzen in vivo oder in vitro, welche die nach Anspruch 1 
gegebene Teilsequenzen codieren, mit mindestens 6 Basen in der PCR-Reaktion einsetzt oder die Antisense-BioprozeB- 
technik einsetzt, 65 

Die Beispieie erlautern die Erfindung. In den Beispielen wird die Gewinnung der RNP-Morphogene ausgehend von 
Leukozyten aus Schweineblut beschrieben. Die Erfindung ist jedoch nicht auf diese Ausfuhrungsform beschrankt. Es 
konnen auch Zellen des retikulo-endothelialen Systems bzw. Entziindungs-, Wundgewebe- oder fliissigkeit (Exsudat) an- 
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derer Sauger verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsprotein ge- 
richteter Antikorper oder eine Teilsequenz hiervon. Die Antikorper konnen monoclonale, polyclonale oder synthetische 
Antikorper sein oder Fragmente da von, beispielsweise Fab-, Fv- oder scFv-Fragmente. Vorzugsweise handelt es sich da- 
bei um einen monoclonalen Antikorper. Fur die Herstellung ist es giinstig, Tiere, insbesondere Kaninchen oder Hiihner 
fiir einen polyklonalen und Mause fur einen monoklonalen Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder 
Fragmenten davon zu immunisieren. Weitere "Booster" der Here konnen mit dem gleichen (Fusions)protein oder Frag- 
menten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Here erhaiten werden. 
Die erfindungsgemaBen Antikorper konnen gemaB Standardverfahren hergestellt werden, wobei das von den erfindungs- 
gemaBen NucleinsauremolekuTen codierte Protein oder ein synthetisches Fragment davon als Immunogen dienen. 

Monoclonale Antikorper konnen beispielsweise durch das von Kohler und Milstein (Nature 256 (1975), 495) und Gal- 
fre, Meth. EnzymoL 73 (1981), 3, beschriebene Verfahren hergestellt werden, wobei Maus-Myelomzellen mit von im- 
munisierten Saugem stammenden Milzzellen fusioniert werden. Diese Antikorper konnen beispielsweise zur Immunpra- 
zipitation der vorstehend diskutierten RNPs oder zur Isolierung verwandter Strukturen verwendet werden. Die Antikor- 
per konnen beispielsweise in Immunoassays in Fliissigphase oder an einen festen TVager gebunden werden. Dabei kon- 
nen die Antikorper auf verschiedene Art und Weise markiert sein. Geeignete Marker und Markierungsverfahren sind auf 
dem Fachgebiet bekannt. Beispiele fur Immunassays sind ELISA und RIA. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung der vorstehend beschriebenen RNPs und/oder Antikorper 
als Arzneimittel. Diese Arzneimittel enthalten gegebenenfalls zusatzlich einen pharmazeutisch vertraglichen TVager. Ge- 
eignete Trager und die Formulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann bekannt. Zu geeigneten Tragem zahlen 
beispielsweise Phosphat-gepufferte Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen, beispielsweise Ol/Wasser-Emulsionen, 
Netzmittel, sterile Losungen etc. Die Verabreichung der Arzneimittel kann oral oder parenteral erfolgen. Zu den Verfah- 
ren fiir die parenterale Verabreichung gehoren die topische, intra-arterielle (z. B. direkt zu dem Tumor), intramuskulare, 
subkutane, intramedullare, intrathekale, intraventrikulare, intravenose, intraperitoneale oder intranasal Verabreichung. 
Die geeignete Dosierung wird von dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt von verschiedenen Faktoren ab, bei- 
spielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht des Patienten, der Art der Verabreichung etc. ab. In einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform konnen die erfindungsgemaBen RNPs einzeln oder als Gemisch lokal bei Saugern, z.B. 
Menschen, in einer Menge von > 1 fmol gegeben werden. Die Schwellendosis der Wirksamkeit in vivo betragt > 50 fmol, 
vorzugsweise 2,5 fmol. Diese Arzneimittel eignen sich zur spezifischen Beeinflussung der Angiomorphogenese und des 
vaskularen Zustandes eines Gewebes eines Korpers eines Saugers. Diese Arzneimittel konnen zur Erfullung der gleichen 
Aufgaben auch mindestens ein anti-RNP-Immunglobulin und/oder molekularbiologische Aquivalenzstrukturen enthal- 
ten. Vorzugsweise wird das entstandene Arzneimittel zur funktionellen Beeinflussung der Angiogenese verwendet. 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben, welche zeigen: 

Fig. 1 Energieminimierte Sekundarstruktur von ARNA I 

Fig. 2 Energieminimierte Sekundarstruktur von ARNA VI. 

Patentanspriiche 

1. Metallhaltige Ribonukleotidproteine enthaltend ein Protein aus der Familie der SlOO-Proteine, eine RNA und 
Kupfer als Metallion in Form eines ternaren Komplexes, dadurch gekennzeichnet, daB die RNA des ternaren 
Komplexes folgende Konsensussequenz enthalt: 

GGAAAAUNNNNNUNAUAUGNi^CUNW 
UANAAACAUN 0 _5CUUNAGNo_i3AGAAAUNo_ l6 UUAGCAG 

wobei "N" G, A, U oder C ist, 

oder die komplementare Konsensussequenz hiervon. 

2. Metallhaltige Ribonukleotidproteine nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB die RNA folgende Sequen- 
zen aufweist: 

(al) (ARNA I) 

AAGCACAGAACAUGGGAAAAUUCCUUUCAUAUGGCUGUGUUUACAAACAAAAAGJ 
AUAAACAUCUUGAGCAAACAGAAAUGGUGAGGAAAACUUUGUUAGCAGAUUAG 

(a2) ARNA VI 

UAAAUUUGUAGGAAAAUAAUUAUAUAUGCUUACUUUGUACAUAAAAAUAAAAACAU 
GACUUCUUUAGACACUCCUUCAUUAGAAAUAAAAUAAAAUAAACUAUUAC<AGUUU 
GACUUCAUGUUCUGUCUGUAGGUCAUGGAAUCCUGUCCUUACAAUAUUU^UG^ 
UGUGAAAAUAUCAGUAAAUAAGCAAUUGAAUAUGUUUACCUUUUCUUCUAGUCAC 

UAUGUUCUUAGAGUUAUGACA 
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3. Verfahren zur Herstellung eines metallhaltigen Ribonukleotidproteins nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man Leukozyten oder Entziindungsgewebe homogenisiert oder Leukozy ten kultiviert und die entstan- 
denen RNPs aus den Homogenaten oder aus den Uberstanden der Kulturlosung durch Standardinethoden gewinnt. 

4. Antikorper gerichtet gegen die Ribonukleotidproteine nach einem der Anspriiche 1 bis 3. 

5. Antikorper nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB er polyklonal ist. 

6. Antikorper nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der monoklonal ist. 

7. Verwendung der Ribonukleotidproteine nach einem der Anspriiche 1 bis 3 und/oder molekular-biologischen 
Aquivalenzstrukturen und/oder Fragmenten und/oder Derivaten zur spezifischen Beeinflussung der Angiogenese. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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Energieminimierte Sekundarstruktur von ARNA I 
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Energieminimierte Sekundarstruktur von ARNA VI 
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